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【研究目的】C4 型光合成植物は、葉緑体が蓄積し肥大化した維管束鞘細胞が維管束を取り囲み、さら
にその外側を葉肉細胞が放射状に取り囲んだクランツ構造と呼ばれる構造を形成する。この形成過程で
は、未成熟な細胞から維管束が分化し、その後、維管束鞘細胞の分化と葉緑体蓄積が起こると考えられ
る。Flaveria 属の C3 種、C₄種の比較トランスクリプトーム解析により DOF 型転写因子や維管束鞘細
胞の分化に関わる可能性がある SCR が C₄種 Flaveria の未成熟葉で高発現することが明らかになって
いる。卒業研究では、FbDOF1A とそのホモログである FbDOF1B が、本葉の主脈が形成されるより
も前に発現し、維管束が形成された後には維管束鞘細胞に発現することを明らかにした。本研究では、
FbDOF1A の詳細な発現解析及び維管束鞘細胞で特異的に発現する FbSCR1 との比較解析により、
Flaveria 属 C₄種の葉の形態形成における機能を推測した。 
 
【実験方法】FbDOF1A 及び FbDOF1B の機能を予測するために、C3 植物のモデル生物である 
Arabidopsis thaliana のDOF 型転写因子と F. bidentis のドラフトゲノム配列上に予測されたmRNA 
領域を用いて ClustalW により配列類似性の比較し、系統的グループや相同性の高いものを探索した。 
また、発現領域の解析には、 FbDOF1 及び FbSCR1 プロモーターに GUS を連結した
pFbDOF1A::GUS 及び pFbDOF1B::GUS と pFbSCR1::GUS を F. bidentis に導入した株を用いた。
人工オーキシンである 2,4-dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) 及びオーキシンの極性輸送阻害剤であ
る N-1-naphthylphthalamic acid (NPA)を用いた FbDOF1 及び FbSCR1 の発現変化の解析を行なっ
た。NPA の影響により生じた不完全な維管束鞘細胞及び葉肉細胞の identity の変化を調べるために
PEPC 抗体及び RbcL 抗体を用いて免疫染色を行なった。また、FbDOF1A 及び FbDOF1B 、C4 代謝
酵素の発現が光で誘導されるかどうかを、明所・暗所条件下で生育した野生型を用いて qRT-PCR 法に
より解析した。C4 代謝酵素のうち PPDK 及び NADP-ME が明所・暗所条件下で局在が変化するのか
を in situ hybridization 法により解析した。 
 
【実験結果と考察】C3 種 A. thaliana の DOF 型転写因子配列と C4 種 F. bidentis の予測 mRNA 配
列の相同性解析から、F. bidentis には 46 個の DOF 型転写因子が存在することが判明した。また、A. 
thaliana の DOF 型転写因子群は７つのサブグループに分類されるが、FbDOF1A 及び FbDOF1B は
GroupⅣに属する AtDof1.4 と系統的に最も近いことがわかった。このことから、FbDOF1 の祖先遺伝
子は A.thaliana と共通であり進化の過程でパラログである FbDOF1A と FbDOF1B に分かれたと推
測できる。次に、プロモーターGUS の解析から FbDOF1A 及び FbDOF1B のプロモーターは維管束
の形成に先立って、維管束が形成される予定部位で活性があることが明らかになった。また、FbDOF1A 
のプロモーター活性は 2,4-D 添加培地で生育した時には維管束予定部位だけでなく広範囲で観察され
たため、FbDOF1A は維管束形成時にオーキシンの制御下にある可能性が考えられる。NPA 添加培地
で生育した pFbDOF1A::GUS 及び pFbSCR1::GUS では不完全な維管束が観察され、維管束鞘細胞に
おける GUS活性は見られなかった。また、RubisCO の蓄積が見られないことから NPA 添加時の維管
束鞘細胞は不完全なものであると考えられ、FbDOF1A 及び FbSCR1 は発現できないと思われる。
FbDOF1A の維管束鞘細胞における発現は C4 代謝酵素と同様に光で誘導されたことから、FbDOF1A 
は維管束鞘細胞における C4 代謝酵素を含む維管束鞘細胞の光応答性遺伝子の発現に関わっている可能
性が考えられる。 
